
-.d

均增大#属不均一性大细胞贫血#红细胞巨幼样变(红细

胞指标
4,\

'

4,Q

'

Q,Q,

的测定是进行形态学分类的依

据#过去把贫血分为大细胞'正细胞正色素'小细胞低色素'单

纯小细胞
@

个类型#此法忽视了红细胞体积的异质性对指标准

确性的影响#不能全面反映红细胞的病理变化(

笔者认为#

4,\

及
-.d

测定结合了红细胞形态学分类#

可得到较可靠的初步诊断意见#进而做特殊检查可明确诊断(

4,\

'

-.d

对缺铁性贫血与巨幼红细胞性贫血有较好的诊断

价值#可作为一种快速'简单'方便'准确的筛选方法(
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要"目的
!

总结该室外周血淋巴细胞培养及染色体制备的成功经验!供同行参考与借鉴%方法
!

采用外周血淋巴细胞培

养基接种外周全血!按照常规方法制作染色体标本!进行镜检%结果
!

该室培养的淋巴细胞数量稳定!染色体核型质量佳%结论

!

该室制作的染色体标本质量能满足临床染色体核型分析需要%

关键词"染色体#

!

外周血#

!

淋巴细胞

!"#

!

!&#'($(

"

<

#8==>#!$?'5@!'&#"&!!#!@#&$!

文献标识码"

)

文章编号"

!$?'5@!'&

"

"&!!

$

!@5!$@!5&"

!!

染色体检查作为干预出生缺陷'提高人口素质的一个重要

内容和措施#对优生优育工作有着重大意义)

!

*

(然而#染色体

制备过程缺乏有效的质量控制#经验在染色体标本制备过程中

占有重要的地位(为了获得良好的制片#在笔者及同事的摸索

下#本室制作的染色体标本质量稳定#基本满足临床分析需要(

笔者就这一过程中的要点与大家分享#以供同行参考(

@

!

淋巴细胞培养

@#@

!

外周血采集
!

一般情况下#在采集外周血时#采用
%9X

空针吸取
&#%9X

左右无菌肝素作为抗凝剂#再采集患者外周

静脉血(然而#在当今复杂的医疗环境下#这样的操作可能会

给患者带来不符合操作规范的感觉(为了避免不必要的医疗

纠纷#本室采用动脉血气针$

).

公司生产&抽取
"

#

'9X

外周

静脉血#备用(在操作过程中要始终保持无菌观念#用碘酒和

乙醇消毒皮肤#自肘静脉采血#然后要把注射器内的血液充分

轻轻混匀#以防止血液凝固#影响细胞培养质量)

"

*

(

@#A

!

接种
!

培养基的质量在影响染色体质量方面最为关键#

从营养不良的培养基中获得的细胞所制备的染色体质量差#不

利于染色体核型分析(本室采用湖南湘雅基因技术有限公司

生产的成品外周血淋巴细胞培养基$

%9X

&#只需将采集的外

周血接种适量在培养基中#摇匀后置入
,2

"

孵箱中培养即可(

接种时#若血液过少#获得的淋巴细胞少%而接种过多#淋巴细

胞增殖不良#染色体稀少(经过摸索#发现成年人接种血气针

采集的血液
"&

#

"%

滴为宜#

@

岁以下儿童接种
!%

#

"&

滴为

宜#新生儿则只需
3

#

!&

滴(

@#B

!

细胞培养
!

细胞培养阶段也是极为关键的一步#细胞的

旺盛生长与培养时间'温度'

,2

"

浓度等条件(

@#B#@

!

培养时间
!

经过试验#分别取培养
"@

'$

@3Y"

&'$

?"Y

"

&'$

($Y"

&

E

的培养物分离淋巴细胞#制片#核型分析后发现!

培养
"@E

者几乎见不到分裂象%培养$

@3Y"

&

E

者#每张制片上

可见中期分裂象小于
!&

个#且染色体质量差%培养$

?"Y"

&

E

者#每张制片上分裂象大于
"&&

个#染色体质量佳%而培养
($E

者#其质量与培养$

@3Y"

&

E

者相差无几(因此#本室培养细胞

的时间控制在
?"E

左右#制作出的染色体核型佳#有利于

分析(

@#B#A

!

培养温度与气体
!

淋巴细胞培养的适宜温度为

$

'$#%Y&#%

&

W

#偏离这一温度范围#细胞的正常代谢会受到影

响#甚至死亡(如果温度高于
'?W

#细胞的生长速度减慢%如

果温度高于
@&W

#细胞受损#超过
@'W

#则导致细胞死亡(气

体是人体细胞培养生存必需条件之一#所需气体主要有
2

"

'

,2

"

(

,2

"

既是细胞代谢产物#也是细胞生长繁殖所需成分#

它在细胞培养中的主要作用在于维持培养基的
0

Q

值(大多

数细胞的适宜
0

Q

为
?#"

#

?#@

#培养基的
0

Q

值也应调整到

?#"

#

?#@

#偏离这一范围对细胞培养将产生有害的影响(偏酸

性时细胞发育不良#偏碱性时细胞会出现轻度固缩)

'

*

(培养箱

的温度和
,2

"

浓度应严格控制在$

'?Y&#%

&

W

'

%c

以获得良

好的中期分裂象(

A

!

细胞收获

A#@

!

秋水仙素与作用时间
!

秋水仙素作为细胞培养中的纺锤

体阻断剂#可使分裂象细胞停留在分裂中期而获得大量分裂中

期染色体以便于核型分析(加入秋水仙素的剂量'作用时间与

处于分裂中期细胞数量'染色体长短密切相关(加入的秋水仙

素过量'作用时间过长#染色体浓缩#不利于分析%若加入的秋水

仙素量不足'作用时间过短#则染色体细长或无染色体#同样不

利于核型分析(只有适量的秋水仙素与适量的作用时间#才能

获得较好的分裂象(本室加入秋水仙素使最终浓度为
&#&"%c

#

作用
!

#

!#%E

可获得数量多'浓缩程度适中的染色体(

A#A

!

离心力
!

将培养物收集到
!%9X

的离心管中#通过离心

获得需要的细胞(整个过程中#离心力的大小很关键(离心力

过大会导致细胞之间粘连过紧#低渗时细胞不能被充分混匀#

影响低渗效果(这一步本室选择
!(&&B

"

98>

离心
!&98>

(而

低渗过后预固定与固定过程中#去除固定液时由于细胞少#过

小的离心力不能将细胞充分沉淀(为了尽可能的获得多的细

胞#本室采用
"%&&

#

'&&&B

"

98>

离心
!&98>

(此外#在去除

上清液的时候不要将上清液吸尽#以免造成细胞丢失(

A#B

!

低渗
!

低渗的目的是让水分进入细胞#使细胞肿胀'破

裂#是染色体制备过程中的关键环节之一(低渗液渗透压过

+
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低'低渗时间过长会使核膜破裂#染色体提前释放#这不仅会使

分裂中期细胞减少#散在的染色体也会在滴片过程中随机分布

在载玻片上#影响其他细胞的染色体计数#降低制片质量%低渗

时间过短#一部分细胞的细胞膜未破裂#导致染色体释放障碍#

同样不利于核型分析(本室采用常规的
&#&?%9A:

"

XR,:

溶

液
39X

#低渗$

'&Y%

&

98>

#可获得足够数量的分裂中期细胞(

B

!

固
!!

定

收集细胞过程中加入固定剂的目的是维持染色体的形态(

一般实验室使用的都是按甲醇
m

冰乙酸
e'm!

比例配制的混

合液(一方面#固定剂可以使细胞脱水'蛋白质变性而使染色

体变得粗大并适中%另一方面#有机溶液可以让红细胞破裂#通

过离心可以获得比较纯净的淋巴细胞(固定液需新鲜配制#主

要是由于固定液所含的水分和固定效果有关(另外#可以适当

增加冰乙酸的比例来达到良好的效果)

@

*

(

C

!

制片与烤片

C#@

!

细胞悬液配制
!

经过低渗'预固定'固定#即获得淋巴细

胞(此时的细胞非常脆弱#在配制细胞悬液时要轻轻地吹打混

匀#吹打方式或者力量不当#都会使核膜破裂#造成染色体释

放(此外#细胞悬液的浊度也要适中#悬液浊度太小#制片后载

玻片上细胞数量少%浊度太大也不利于染色体分散#染色体交

叉#均不利于分析(

C#A

!

滴片
!

滴片质量的好坏也是染色体制作的关键步骤之

一(在制片时#载玻片的清洁度将直接影响细胞的贴附能力(

因此#在制片前#载玻片要经泡酸处理#以清除载玻片上的阴阳

离子与杂质(适当的滴片高度也是获得高质量染色体的必然

要求(高度过高#染色体分散范围过大#甚至造成染色体丢失%

高度过低#则染色体分散不良(经过探索#本室滴片的高度保

持在
3

#

!%I9

#能获得比较好的分裂象(

C#B

!

烤片
!

烤片温度的高低和时间的长短会影响显带标本的

质量#掌握好适宜的烤片温度和时间#才能制备高质量的显带

标本)

%

*

(烤片温度过高'时间过长#胰酶对标本的消化时间也

随之增加#这既影响工作效率#也影响标本的显带质量#使显带

达不到最佳效果(烤片温度过低'时间过短#标本的老化程度

不够#不能很好地把握胰酶消化的时间#导致消化不足或过度(

所以#适当的烤片时间和温度也是获得高质量染色体的必然要

求(本室采用
?"W

烤片
!#%

#

"E

#可获得质量优良的标本(

D

!

消化与染色

D#@

!

消化
!

T

显带标本是临床上运用最多的显带技术(无论

细胞培养'制片'烤片过程做得多么完美#如果没有很好地把握

消化与染色过程#也不能获得显带清晰的染色体(消化过程是

去除染色体上的蛋白质$包括组蛋白和非组蛋白&而获得良好

的显带标本#通常用的消化酶为
&#&"%c

的胰蛋白酶(然而#

消化时间根据胰酶的浓度'质量不同而定#不同的实验室消化

时间不一#即使同一实验室不同时间消化所需的时间也不同(

这就要求实验人员在每次批量消化之前都要进行条件摸索#以

获得最佳的实验条件(

D#A

!

染色
!

T

显带用的染液为姬母萨染液#既可以自己配制#

也可以购买商品化的试剂(染色体制作本身是一个受多因素

的影响过程#染液的质量也会影响染色体的着色(本室购买的

湖南湘雅基因技术有限公司的商品化的姬姆萨染液#具有方

便'质量稳定的优点(由于放置过久的姬姆萨染液有效成分会

下沉#用之前需摇匀#才能获得质量良好的制片(另外#姬姆萨

染液对稀释液的
0

Q

值也有一定的要求#本室采用
0

Q?#@

的

+)7

作为稀释液#即可获得清晰的染色体图像(

目前#染色体制作过程没有统一的质量控制#试剂生产厂

家多#且质量也参差不齐#各实验室制作的染色体质量与实验

环境'试剂质量'人员素质均有很大的关系(为了尽可能的获

得稳定的染色体标本#各实验室应该参考其他实验室的成功经

验#根据自己实验室条件进行摸索#以获得质量尽可能高的染

色体标本(
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白细胞计数正常的脑脊液中检出肿瘤细胞病例回顾性分析

万均成!文
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玲

"武汉大学人民医院神经精神病研究所
!

@'&&$&

$

!!

摘
!

要"目的
!

回顾并探讨白细胞计数正常的脑脊液"

,7V

$在分类计数中检出肿瘤细胞及其对脑膜癌的诊断价值%方法
!

用血球计数板计数
,7V

中的白细胞数!再用玻片离心法收集细胞!瑞
5

姬染色!镜检%结果
!

(

例患者
,7V

白细胞计数均小于
!&

个'微升%分类计数单核细胞比例超过
?&c

者有
$

例#淋巴细胞比例低于
'&c

者有
$

例#中性粒细胞
&c

#

3c

#可见转化型淋巴

细胞!所有病例均可见肿瘤细胞%发现肿瘤细胞的
(

例患者中有
3

例找到了原发灶%结论
!

检验者对白细胞计数小于
!&

个'微

升的
,7V

要足够重视!不能免去分类环节!通过观察全片!部分患者可找到具有诊断价值的细胞!特别是具有确诊价值的肿瘤

细胞%

关键词"脑脊髓液#

!

细胞系!肿瘤#

!

细胞计数#

!

脑膜癌病#

!

脑脊液细胞学

!"#

!

!&#'($(
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文献标识码"
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文章编号"
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!!

随着脑脊液$

,7V

&细胞玻片离心法的不断推广应用#

,7V

细胞学检查对神经系统疾病诊断的帮助越来越大#特别是对中

枢神经系统感染性疾病和脑膜癌的诊断具有其他检查不可取

代的优势)

!5'

*

(在临床检验学教材中把白细胞计数小于
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个"
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